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成 23 年人口動態統計月報年計（概数）)、平成 7 年では 27.5 歳であった第一子出生






なっている。2003 年では 10 万件前後であった不妊治療の実施件数は、わずか 6 年後
の 2009 年では倍増し、20 万件を超えて今後さらに増加していくことが予想される 
(日本産婦人科学会 2010 年データ)。さらに、治療により若い女性と同等の治療成績
が得られるというわけではなく、自然妊娠の場合と同様に加齢によって、その妊娠率




























容易に採取できるため、数の確保も十分である (Adams, 1999; Ireland et al., 2000; 
Baerwald et al., 2003a; Baerwald et al., 2003b; Adams et al., 2008)。我が国におい
ては、トレーサビリティー法によりドナーの生年月日が正確に把握可能である。筆者
らはこれまでの実験で、高齢個体のウシから採取した卵子において、ミトコンドリア
数の減少が起きることを報告しており (Iwata et al., 2011)、この結果はヒトにおいて
も同様の報告がある (Chan et al., 2005)。これらのことより、ウシで得られた卵子に
おける知見は、加齢に伴うヒトの卵子の変化やその対処法を考えるうえで意義深い。 
卵子の質低下の全容を把握するために筆者らはウシの卵子に起こる事象について
検討してきた。初めに加齢個体の卵子を 1000 個、初期胚 (8-16 細胞期)を 500 個集
め、次世代シーケンサーを用いて検討を行うと、両ステージ共に発現が変化する遺伝












おいて、周囲の顆粒層細胞との物質交換を行う (Gilchrist et al., 2004)。また発育が
進んだ卵子の回りには、腔が形成され、この腔は血管からの血液成分と顆粒層細胞か
らの分泌物を含んだ卵胞液に満たされている (Rodgers and Irving-Rodgers, 2010)。
この卵胞液の成分はグルコースなどの細胞のエネルギーになるもの、卵胞の発育や退
行を制御するホルモンや成長因子があり、これらは卵子や顆粒層細胞に大きな影響を























ヒトやマウスでは、加齢により受精、発生能力が低下している (Pellestor et al., 2003; 
Miyara et al., 2003; Lopes et al., 2009)。ウシにおいては加齢個体由来卵子は若齢個
体に由来するものと比較し、減数分裂が早期化するほか、胚盤胞期胚の総細胞数の減
少、体外受精における異常受精率が高いこと、卵子内の ROS が増加することを筆者






分裂は停止状態に置かれている。減数分裂の再開には、FSH などの刺激により p38 
MAPK が活性化し、下流のシグナルへ刺激が伝わり ERK1/2 が活性化する。その後
ERK1/2 はギャップ結合を閉鎖し、卵丘細胞からの cGMP の卵子内への移行が停止す
る。その後、抑制されていた卵子内の MPF の活性化が起き、減数分裂が進行し第二









熟には TCM199 (Gibco BRL, Paisley, UK)を、体外受精そして体外発生には合成卵管
液 (Synthetic oviductal fluid; SOF)を基礎培地として用いた (Takahashi and First, 
1992)。体外成熟培地は TCM199 に 10%の卵胞液を加えたものを用いた。体外受精培
地は SOF に 4mg/ml の Fatty-acid-free bovine serum albumin (BSA)と 10IU/ml の
へパリンを加えたものを使用した。体外発生培地は SOFにアミノ酸 (Sigma-Aldrich)、
1.5mM のグルコースと Fetal calf serum (FCS; 5703H, ICN, Costa Mesa, CA; 受精
後 0～2 日目は 1%、2～7 日目は 5%添加した)を含むものを用いた。 
 
2) 試験区 
これまでの研究で、120 ヶ月齢以上の黒毛和種より回収した卵子は 25 から 50 ヶ月
齢のウシより採取したものと比較し、体外培養成績やミトコンドリア DNA コピー 
(MtDNA)数などに違いがあることを示している (Yamamoto et al., 2010; Iwata et 
al., 2011)。そのため本研究においても、120 ヶ月齢以上の黒毛和種を加齢個体とし、





複合体 (COCs)は 5ml のシリンジに 21G 針を装着したものを用いて、直径が 3-6mm
の胞状卵胞のみから個体毎に吸引採取した。COCs は厚く、緻密な卵丘細胞に囲まれ





上澄みのみを回収した。また、1 つのロットつき、試験区毎の卵胞液を 7 頭以上混合





(800g×10min)。遠心後、精子 (2×106 cell / ml)を体外受精培地 100µl のドロップの
中で卵子と 6h の共培養を行った (15 oocytes/drop)。受精後、これらの COCs を洗浄
後、体外発生培地 100µl のドロップの中で培養を行った (10–15 embryos/drop)。受
精時そして受精後 48h の培養条件は、飽和水蒸気条件下、5%CO2、38.5℃で培養を行
った。受精後 48h にパスツールにて卵丘細胞を取り除き、4 細胞以上に分割した胚の
みをその後の発生に用いた。胚を洗浄後、体外発生培地 50µl のドロップ内で 120h 培




核相の観察は体外成熟開始から 16 または 21h の体外成熟を行ったものを用いた。
COCs をボルテックスにより裸化処理し、0.2%PVA-PBS で洗浄後、4%パラフォルム
アルデヒドに４℃下で一晩浸漬して固定した。固定後の卵子を 0.2%PVA-PBS にて洗
浄後、0.25%Triton X-100 (Sigma-Aldrich)を含む 0.2%PVA-PBS にて 30min 透過処
理した。その後、0.2%PVA-PBS で洗浄し、スライド上にマウントした。マウントの
際に DAPI (4’ ,6-diamidino-2-phenylindole)を含む退色防止剤  (ProLong Gold 
Antifade Reagent with DAPI, Invitrogen, OR, USA)にて卵子を処理した。核と極体
の観察を蛍光顕微鏡にて行い (IX71; Olympus, Tokyo, Japan)、核と極体が観察され






浸漬して固定した。固定後の卵子と受精卵を 0.2%PVA-PBS にて洗浄後、0.25%Triton 
X-100 (Sigma-Aldrich)を含む 0.2%PVA-PBS にて 30min 透過処理した。その後、
0.2%PVA-PBS で洗浄し、スライド上にマウントした。マウントの際に DAPI を含む
退色防止剤 (ProLong Gold Antifade Reagent with DAPI, Invitrogen)にて卵子と受









盤胞期胚を 0.2%PVA-PBS にて洗浄後、0.25%Triton X-100 (Sigma-Aldrich)を含む
0.2%PVA-PBS にて 30min 透過処理した。その後、0.2%PVA-PBS で洗浄し、スライ
ド上にマウントした。マウントの際に DAPI を含む退色防止剤 (ProLong Gold 
Antifade Reagent with DAPI, Invitrogen)にて胚盤胞期胚を処理後、DAPI による核
の蛍光を蛍光顕微鏡にてカウントした (IX71; Olympus)。 
 
8) ギャップ結合の評価 
 ギャップ結合の比較は既報に従い、カルセイン染色により評価した (Yamamoto et 
al., 2010)。カルセインは卵丘細胞に取り込まれた後に、ギャップ結合を介して卵子に
移行する (Thomas et al., 2004)。採取した COCs を 5h の体外成熟に供した後、1mM 
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Calcein, AM (Invitrogen)を含む 0.2%PVA-SOFで 15minインキュベートした。COCs
を 0.2%PVA-SOF で 3 回洗浄し、0.2%PVA-SOF で 25min インキュベートを行い、
パスツールにて卵丘細胞を取り除いた。裸化後の卵子をマウントし、蛍光顕微鏡 (BZ-
8000; Keyence, Tokyo, Japan)で卵子の蛍光像を撮影し、蛍光輝度を Image J 
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)にて数値化した。 
 
9) ROS 量の測定 
ROS 量の比較は既報に従い行った (Takeo et al., 2013a)。採取した COCs を 21h
の体外成熟に供した後、パスツールにて卵丘細胞を取り除き、ROS Detection 
Reagents (Invitrogen)を含む 0.2%PVA-SOF で 30min インキュベートした。卵子を
0.2%PVA-SOF で 3 回洗浄、マウントし、蛍光顕微鏡 (BZ-8000; Keyence)で卵子の






響について検討を行った。若齢または加齢個体由来の COCs を 10%の若齢個体由来
卵胞液 (Young-FF)または加齢個体由来卵胞液 (Aged-FF)を含む体外成熟培地にて
16 または 21h の培養を行った後に、成熟率を比較した。本実験は約 40 個の COCs を
Young-FF と Aged-FF に分けて培養し、あらかじめ用意した卵胞液のロットの中か




に及ぼす影響について検討を行った。若齢個体由来の COCs を 10%の Young-FF ま
10 
 
たは Aged-FF を含む体外成熟培地にて 5h の培養を行った後に、カルセイン染色にて
ギャップ結合の度合いを試験区間で比較した。本実験は約 30 個の COCs を Young-
FF と Aged-FF に分けて培養し、あらかじめ用意した卵胞液のロットの中からランダ





の Young-FF または Aged-FF を含む体外成熟培地にて体外成熟培養を行った後に、
体外受精および体外発生成績を比較した。本実験は約 20 個の COCs をあらかじめ用
意した卵胞液のロットの中からランダムに 6 つ用い (Table 1.)、 Young-FF と Aged-




ついて検討を行った。若齢個体由来の COCs を 10%の Young-FF または Aged-FF を
含む体外成熟培地にて体外成熟培養を行った後に、ROS 量を比較した。本実験は 15-
20 個の COCs をあらかじめ用意した卵胞液のロットの中からランダムに 3 つ用い 




Young-FF と Aged-FF の 2 つのデータを Student’s T-test を用いて比較した。P 値が





実験 1; 加齢個体由来の卵胞液は核成熟の進行を早期化する 
体外成熟培地へ Young-FF または Aged-FF を添加して成熟培養を行ったところ、
16h では MII 率が若齢および加齢個体由来卵子ともに Aged-FF を添加したもので
Young-FF より有意に高いという結果となった (Table 2, 若齢; Young-FF vs. Aged-
FF, 32.6 ± 6.5 vs. 55.9 ± 5.1, 加齢; Young-FF vs. Aged-FF, 43.1 ± 4.4 vs. 63.5 
± 3.9, P < 0.05)。しかし、21h での体外成熟では若齢、加齢個体由来卵子どちらに
おいても卵胞液の違いによる差は観察されなかった (Table 2, 若齢; Young-FF vs. 
Aged-FF, 81.1 ± 2.9 vs. 80.3 ± 2.1, 加齢; Young-FF vs. Aged-FF, 78.4 ± 5.0 vs. 
74.7 ± 6.9)。 
 
実験 2; 加齢個体由来の卵胞液はギャップ結合の閉鎖を早期化する 
Young-FF または Aged-FF を添加し、若齢卵子を成熟培養したところ、Aged-FF
添加は Young-FF 添加と比較してカルセインの蛍光輝度が有意に低く、ギャップ結合
の閉鎖が強いという結果となった (Fig. 2, P < 0.05)。 
 
実験 3; 加齢個体由来の卵胞液は体外受精および発生成績を低下させる 
体外成熟培地へ Young-FF または Aged-FF を添加し、成熟培養を行った卵子の体
外受精および発生成績を比較した。体外受精成績においては、若齢個体由来の卵子で
は Aged-FF 添加培養により、正常受精率が若齢および加齢個体由来卵子ともに有意
に低下するという結果となったが (Table 3, Young-FF vs. Aged-FF, 81.2 ± 4.2 vs. 
62.6 ± 2.3, P < 0.05)、加齢個体由来の卵子では差は見られなかった。また異常受精
率においては若齢および加齢個体由来卵子どちらにおいても、Aged-FF 添加でその割
合が有意に増加した (Table 3, 若齢; Young-FF vs. Aged-FF, 10.8 ± 2.0 vs. 25.2 ± 




FF の添加で Young-FF と比較して有意に低い結果となったが (Table 3, 分割率; 
Young-FF vs. Aged-FF, 74.4 ± 8.0 vs. 60.7 ± 5.7, 発生率; Young-FF vs. Aged-FF, 
31.9 ± 3.3 vs. 20.2 ± 2.7, P < 0.05)、加齢個体由来卵子では有意な差は見られなか
った。しかし、胚盤胞期胚の総細胞数においては若齢および加齢個体由来の卵子どち
らにおいても Aged-FF 添加は Young-FF 添加よりも数が少ないという結果となった 
(Table 3, 若齢; Young-FF vs. Aged-FF, 90.9 ± 5.1 vs. 70.7 ± 4.2, 加齢; Young-FF 
vs. Aged-FF, 73.2 ± 3.1 vs. 61.3 ± 3.4, P < 0.05)。 
 
実験 4; 加齢個体由来の卵胞液は卵子中の ROS 量を増加させる 
体外成熟培地へ Young-FF または Aged-FF を添加し、成熟培養を行った卵子の
ROS 量を比較した。ROS 量は Aged-FF 添加培養により、有意に増加するという結果







た、若齢個体由来卵子の ROS 量を増加させた。 
若齢または加齢個体由来の卵子を比較した実験において、加齢個体に由来する卵子
でギャップ結合の早期閉鎖と、核成熟の早期化を確認しているが (Yamamoto et al., 
2010)、加齢個体に由来する卵胞液の添加は若齢個体の卵子で加齢個体に由来する卵
子で起きる異常を引き起こすことを明らかにした。また、受精・発生成績においても
加齢個体に由来する卵子でその成績が低下するという特徴は  (Yamamoto et al., 






本実験では Aged-FF によりギャップ結合の閉鎖が早期化した。Fig. 3.に示す様に
ギャップ結合のシグナルの上流には p38 MAPK の活性化がある。p38 MAPK の活性
化の働きを持つものとして体内では FSH があるが、細胞を体外で培養した時は ROS
などの刺激で活性化することが示されている (Ito et al., 2011)。そこで ROS を測定
したところ、Aged-FF による培養で卵子中には高い ROS 含量が観察された。こうい
ったことから、卵胞液が与える酸化ストレスが卵丘細胞の p38 MAPK の活性化を引
き起こしている可能性が考えられる。しかし、年齢を重ねた哺乳動物では血液中の








報告している (Takeo et al., 2013a)。これまでの他の動物胚で得られた知見 (Fujino 








Average age of donor cows whose follicular fluid are collected and used for experiments. 
 
 
Takeo et al., (2016) Reprod Fertil Dev.   
FF lot No. Young cows Aged cows
No. of donor cows Average age No. of donor cows Average age
(In months) (In months)
1 7 27.6 ± 0.8 7 169.1 ± 9.3
2 7 29.1 ± 0.3 7 180.0 ± 13.1
3 7 27.6 ± 1.9 7 166.4 ± 11.7
4 7 27.7 ± 0.8 7 175.1 ± 8.2
5 7 28.6 ± 2.6 7 160.9 ± 10.9




Effect of derived from young and aged cows on nuclear maturation in bovine oocytes derived 
from young or aged cow. 
 
Takeo et al., (2016) Reprod Fertil Dev.   
Rate of MII (%, Mean ± SE)
16h 21h
Young Young 240 32.6 ± 6.5a 81.1 ± 2.9
Aged 240 55.9 ± 5.1b 80.3 ± 2.1
Aged Young 225 43.1 ± 4.4a 78.4 ± 5.0







Experiment are conducted 5 times. Data are analysed between





Effect of FF origins on fertilization outocome and developmental competence in bovine oocytes 
derived from young or aged cows. 
 









































































































































































































































































































































































































































Factors regulating oocytes at germinal vesicle stage (A) and at meiotic 
resumption (B). 
Abbreviation: p38 MAPK, p38 Mitogen-activated Protein Kinase; EGFp, Epidermal Growth 
Factor-like peptide; EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor; ERK1/2, Extracellular 
Signal-regulated Kinase 1/2; cGMP, Cyclic guanosine monophosphate; PDE3, 
Phosphodiesterase 3; cAMP, Cyclic adenosine monophosphate; AMP, Adenosine 
19 
 
Monophosphate; PKA, Protein Kinase A, MPF, Maturation Promoting Factor; GV, Germinal 






Effect of follicular fluid derived from young or aged cows on gap junctional 
communication in bovine oocytes from young cows. 
Cumulus-oocyte complexes were cultured with Young-FF or Aged-FF for 5h. Data 
are the mean ± SE. The mean fluorescence intensity of oocytes cultured with 
Young-FF was set as 1.0, with the value for oocytes cultured with Aged-FF 
expressed relative to the Young-FF group. a-b, P< 0.05.  








Effect of follicular fluid origin (from young or aged cows) on reactive oxygen 
species (ROS) levels in oocytes derived from young cows.  
A, B) Brightfield image of oocytes cultured with Young-FF (A) or Aged-FF (B). C, 
D) Fluorescent image of oocytes cultured with Young-FF (C) or Aged-FF (D) 
following staining with ROS detection reagents. E) The mean fluorescence 
intensity of oocytes cultured with Young-FF was set as 1.0, with the value for 
oocytes cultured with Aged-FF expressed relative to the Young-FF group. a-b, P< 
0.05.  













侵入する。その後、精子からのホスホリパーゼ C ゼータ (PLCζ)が卵子の細胞質の
イノシトールリン脂質をジアシルグリセロール (DG)とイノシトール 1, 4, 5, 三リン
酸 (IP3)に変える。この DG は小胞体からの Ca シグナルと共調してプロテインキナ
ーゼ C (PKC)に働きかけ、最終的には PKC が表層顆粒の放出を促す。表層顆粒の放
出は透明帯の変化を誘起し、構造が変わることで多精子受精を防いでいる (Sun, 
2003)。しかし、精子の数や不適切な培養に由来する不十分な成熟により精子が複数






て、カルシウムの恒常性を制御する働きがある (Van Blerkom, 2004)。このカルシ
ウムは受精の際に、カルシウムオシレーションとして受精シグナルとなる重要な因
子である。また、ミトコンドリアは独自のゲノムとしてミトコンドリア DNA 
(MtDNA)を持ち、卵子内では一つのミトコンドリアにつき 1～2 コピーの MtDNA
23 
 
を持つことが報告されている (Piko and Taylor, 1987)。よってこの MtDNA を指標
にミトコンドリアの数を推測することが出来る。加齢個体に由来する卵子や初期胚
ではその数が有意に少ないことを筆者らは報告している (Iwata et al., 2011; Takeo 
et al., 2013b)。また、次世代シーケンサーを用いた網羅的な遺伝子発現解析の結果
からも、加齢個体に由来する卵子においてはミトコンドリアに関する遺伝子発現に















ついては第二章と同様に、月齢が 120 ヶ月齢以上の個体に由来するものを Aged-





















透明帯の融解試験および表層顆粒の放出の評価は既報に従った (Takeo et al., 
2014)。 
透明帯の融解試験は、はじめに体外受精後 13h で受精卵からパスツールにて卵丘





洗浄後、0.3%BSA-100mM グリシン-0.2%PVA-PBS にて 5min ブロッキング処理を
した。続いて 0.1%TritonX-100-0.2%PVA-PBS で 5min 処理した後、100µg/ml の
lectin from Arachis hypogaea (Sigma-Aldrich)を含む 0.2%PVA-PBS で 30min 染色
を行った。染色後に 0.3%BSA-0.01%TritonX-100-0.2%PVA-PBS で 3 回洗浄し、ス
ライド上にマウントした。マウントの際に DAPI を含む退色防止剤 (ProLong Gold 
Antifade Reagent with DAPI, Invitrogen)にて受精卵を処理した。蛍光顕微鏡 (BZ-
8000; Keyence)で受精卵の蛍光像を撮影し、表層顆粒からの局在を観察した。 
 
7) ミトコンドリア DNA コピー数の測定  
体外成熟後の卵子をパスツールにて裸化処理し、6µl の抽出液(20mM Tris, 
0.4mg/ml pronase K, 0.9% Nonidet-40 and 0.9% Tween 20)にて 95 ℃5 min 後、
55 ℃30 min で処理を行い、-20℃で測定まで凍結保存した。MtDNA 数は Real-
time PCR 法を用いて測定した。PCR 反応液には得られたサンプルを 6µl、各プライ
マー 2µl(0.5µM) (5’-ATTTACAGCAATATGCGCCC-3’と 5’-
AAAAGGCGTGGGTACAGATG-3’)及び SsoFastTM EvaGreen® Supermix (BIO 
RAD, United States)を 10µl で混合し合計 20µl とした。PCR 反応条件は First 
denaturation 95 ℃5 min 行った後、95 ℃2s、56 ℃11s を 1 つの PCR サイクルと
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して 40 回行った。各伸長後で SYBR green fluorescence を測定した。スタンダード
曲線は、外部標準の 10 倍希釈系列を用いて作成した。使用した外部標準は当該
PCR 産物を Zero Blunt TOPO PCR キット(Invitrogen)を用いてクローニングし、
シーケンシングで目的遺伝子の配列と一致したプラズミド DNA を使用した。 
 
8) ATP 量の測定 
卵子内の ATP 量は Iwata ら (2011)の報告を参考に行った。体外成熟後の卵子を
パスツールにて裸化処理し、50µl の超純水中に入れた後、-20℃で測定まで保存し
た。「細胞の」ATP 測定試薬(TOYO B-Net., Ltd., Tokyo, Japan)を用いて ATP 依存
的なルシフェリン・ルシフェラーゼ反応で得られた発光量をルミノメーター(Gene 





影響について検討を行った。100 ヶ月齢未満の個体由来の COCs を 10%の Young-
FF または Aged-FF を含む体外成熟培地にて 21h の培養を行った後に、体外受精成
績を比較した。本実験は約 10 個の COCs を Young-FF と Aged-FF に分けて培養





て検討を行った。100 ヶ月齢未満の個体由来の COCs を 10%の Young-FF または




の放出の有無の比較に用いた。本実験は約 10 個の COCs を Young-FF と Aged-FF
に分けて培養し、あらかじめ用意した卵胞液のロットの中からランダムに透明帯の






響について検討を行った。100 ヶ月齢未満の個体由来の COCs を 10%の Young-FF
または Aged-FF を含む体外成熟培地にて 21h の培養を行った後に、MtDNA 数の比
較を行った。本実験は同一個体から得られた 20 個の COCs を 10 個ずつ、2 グルー
プに分けた。そしてそれぞれを Young-FF と Aged-FF に分けて培養した。あらかじ





ついて検討を行った。100 ヶ月齢未満の個体由来の COCs を 10%の Young-FF また
は Aged-FF を含む体外成熟培地にて 21h の培養を行った後に、ATP 量の比較を行
った。本実験は同一個体から得られた 20 個の COCs を 10 個ずつ、2 グループに分
け、それぞれを Young-FF と Aged-FF で培養した。あらかじめ用意した卵胞液のロ
ットの中からランダムに 4 つ用いて、実験を 4 回繰り返し行った。 
 
10) 統計処理 
Young-FF と Aged-FF の 2 つのデータを Student’s T-test を用いて比較した。P





実験 1; 加齢個体由来の卵胞液は体外受精成績を低下させる 
体外成熟培地へ Young-FF または Aged-FF を添加し、成熟培養を行った卵子の体
外受精成績を比較した。体外受精成績は、Aged-FF 添加培養により、異常受精率が
Young-FF と比較して有意に増加するという結果となった (Table 4, Young-FF vs. 
Aged-FF, 8.2 ± 2.1% vs. 22.7 ± 4.7%, P < 0.05)。 
 
実験 2; 加齢個体由来の卵胞液は多精拒否機構の働きを弱める 
Young-FF または Aged-FF を添加し、卵子を成熟培養したところ、Aged-FF 添加
は Young-FF 添加と比較して受精後の表層顆粒の放出が見られる受精卵は有意に少
ないという結果となった (Fig. 5 A,B, Table 5, P < 0.05)。さらに透明帯の融解試験に
おいても Aged-FF で培養した卵子は透明帯の融解速度が Young-FF で培養したもの
よりも有意に早い結果となった (Fig. 6, P < 0.05)。 
 
実験 3; 加齢個体由来の卵胞液は MtDNA 数には影響しない 
体外成熟培地へ Young-FF または Aged-FF を添加し、成熟培養を行った卵子の
MtDNA 数を比較した。その結果、Young-FF と Aged-FF 添加で培養を行った卵子中
の MtDNA 数には有意な差は見られなかった  (Fig 7, Young-FF vs. Aged-FF, 
74,659.3±4,900.1 vs. 78,038.6±4,943.8)。 
 
実験 4; 加齢個体由来の卵胞液での培養は卵子中の ATP 量が少ない 
体外成熟培地へ Young-FF または Aged-FF を添加し、成熟培養を行った卵子の
ATP 量を比較した。ATP 量は Aged-FF または Young-FF で培養した卵子の間に有
意な差は見られなかった (Fig. 8 A, Young-FF vs. Aged-FF, 3.1±0.2 vs. 2.9±0.2 
pmol)。しかし、同一個体内の卵子中で Young-FF 区の値を 1 とした相対値で比較を
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行うと、Aged-FF での培養では ATP 量が Young-FF より少ない傾向が見られた 














生により受精に関わる細胞内小器官である。本実験では、Aged-FF は MtDNA 数に
は影響は与えなかった。加齢個体由来の卵子では、ウシを含む他の動物種において
も卵子中の MtDNA 数が減少することが知られており (Iwata et al., 2011; Simsek-
Duran et al., 2013; Rambags et al., 2014)、異常受精などと同様に加齢個体由来卵
子で特異的な異常である。しかし、短時間での卵胞液の添加ではこの異常は再現で
きなかったため、MtDNA 数は原因でないとみられる。数には影響がない一方で、
卵子中の ATP 量が Aged-FF の添加培養で減少傾向がみられた。またミトコンドリ

























Distribution of cortical granule in zygotes. 






Effect of follicular fluid origins (from young or aged cows) on zona hardening of 
bovine oocytes following fertilization. 
Cumulus-oocyte complexes were cultured in maturation medium supplemented 
with 10% Young-FF or Aged-FF for 21h. Thirteen hour post in vitro fertilization, 
zygotes were denuded from cumulus cells by Pasteur pipette. Zygotes were 
treated in SOF supplementing with 0.1% proteinase, and dissolution time of zona 
pellucida was measured. Dissolution time of zona pellucida was expressed as 







Effect of follicular fluid origins (from young or aged cows) on mitochondrial DNA 
copy number in bovine oocytes. 
Twenty oocytes were collected from each donor cows, and divided into two groups 
(Young-FF or Aged-FF). Cumulus-oocyte complexes were cultured in maturation 
medium supplemented with 10% Young-FF or Aged-FF for 21h. After in vitro 
maturation, COCs were denuded from cumulus cells by Pasteur pipette and 
denuded oocytes were used for experiments. Mitochondrial DNA copy number in 
oocyte was measured by real time PCR. The average mitochondrial DNA copy 








Effect of follicular fluid origins on (from young or aged cows) ATP contents in 
bovine oocytes. 
Twenty oocytes were collected from each donor cows, and divided into two groups 
(Young-FF or Aged-FF). Cumulus-oocyte complexes were cultured in maturation 
medium supplemented with 10% Young-FF or Aged-FF for 21h. Data was 
expressed as mean ± SE. A) The average ATP content of oocytes cultured with 
Young-FF or Aged-FF. B) The average ATP content of oocytes cultured with 




Effect of follicular fluid origins (from young or aged cows) on fertilization  
outcome of bovine oocytes.  
 
  
Young 49 5 65.1 ± 7.0 8.2 ± 2.1a 26.7 ± 5.3
Aged 48 5 48.4 ± 7.4 22.7 ± 4.7b 28.9 ± 5.8






trials Normal Abnormal Nonfertilization




Effect of follicular fluid origins (from young or aged cows) on cortical granule 
exocytosis in bovine oocytes. 
 
  
Young 35 5 69.4 ± 6.3a
Aged 32 5 40.2 ± 10.1b
CG released
(%, mean ± SE)




















す (Srikanth et al., 2011)。また、AGE の蓄積と不妊との関係を示す報告もあり、
例えば Tatone と Amicarelli (2013)は加齢により蓄積した AGE により、卵胞の加
齢が進むという考えを示している。AGE は、受容体である Receptor of advanced 
glycation endproduct (RAGE)に結合すると、シグナルの下流で ROS 産生が促さ
れ、細胞の酸化ストレスとなる。マウスの卵子においては、AGE の前駆物質である
メチルグリオキサール (MG)の体外成熟培地への添加が、DNA ダメージと酸化スト
レスを誘起することが報告されている (Tatone et al., 2011; Liu et al., 2013)。しか
し、大型の動物や加齢との関連については不明な点が多い。 









(Gibco BRL)を、体外受精そして体外発生には SOF を基礎培地として用いた 
(Takahashi and First, 1992)。体外成熟培地は TCM199 に 10%の FCS を加えたもの
を用いた。体外受精培地は SOF に 4mg/ml の BSA と 10IU/ml のへパリン (Sigma-
Aldrich)を加えたものを使用した。体外発生培地は SOF にアミノ酸 (Sigma-Aldrich)、
1.5mM のグルコース、FCS (5703H, ICN, Costa Mesa, CA; 受精後 0～2 日目は 1%、





熟培地を TCM199 に 10%の FCS を加えたものに AGE-BSA (0, 10, 50, 100µg/ml)ま



















8) ROS 量の測定 
ROS 量の測定は第二章第二節と同様の方法で行った。 
 
9) AGE 量の測定 
OxiSelect Advanced Glycation End Product ELISA Kit (Cell biolabs, Inc., San 




加齢が卵胞液中の AGE 量に及ぼす影響について検討を行った。若齢 (N=10、平均





検討を行った。COCs を AGE-BSA (0, 10, 50, 100µg/ml)を含む体外成熟培地にて 16
または 21h の培養を行った後に、成熟率を比較した。本実験は約 40 個の COCs をそ







す影響について検討を行った。COCs を AGE-BSA (0, 100µg/ml)を含む体外成熟培地
にて 5h の培養を行った後に、カルセイン染色にてギャップ結合の度合いを比較した。





て検討を行った。COCs を AGE-BSA (0, 10, 50, 100µg/ml)を含む体外成熟培地にて
21h の培養を行った後に、体外受精成績を比較した。本実験は約 20 個の COCs をそ




て検討を行った。COCs を AGE-BSA (0, 100µg/ml)を含む体外成熟培地にて 21h の
培養を行った後に、体外発生成績を比較した。本実験は約 20 個の COCs をそれぞれ
の濃度に分けて培養し、実験を 4 回繰り返し行った。 
 
実験 6 
AGE-BSA の体外成熟培地への添加がウシ卵子の ROS 量に及ぼす影響について検
討を行った。COCs を AGE-BSA (0, 100µg/ml)を含む体外成熟培地にて 21h の培養
を行った後に、ROS 量を比較した。本実験は約 10 個の COCs をそれぞれの濃度に分






成熟速度、受精成績の比較には分散分析後、Tukey’s HSD 法により P 値が 0.05
以下を有意差ありとした。カルセイン、ROS、発生成績の比較では 2 つのデータを






実験 1; 加齢により卵胞液中の AGE 量は増加する  
卵胞液中の AGE の量を若齢および加齢個体に由来する卵胞液間で比較したとこ
ろ、加齢個体に由来する卵胞液は若齢個体に由来するものと比較し、AGE の量が有
意に多いという結果となった (Fig. 9, P < 0.05)。 
 
実験 2; AGE は卵子の核成熟の進展を早める 
体外成熟培地へ AGE を添加して成熟培養を行ったところ、成熟培養 16h では
MII 率が AGE を 10、50µg/ml 添加したものでコントロール区よりも有意に高いと
いう結果となった (Table 7, P < 0.05)。しかし、成熟培養 21h での体外成熟では
AGE 添加による成熟率の差は観察されなかった (Table 7.)。 
 
実験 3; AGE はギャップ結合の閉鎖を早期化する 
実験 3 では AGE 添加による成熟培養したところ、AGE 添加区ではコントロール
区と比較してカルセインの蛍光輝度が有意に低く、ギャップ結合の閉鎖が強いとい
う結果となった (Fig. 10, P < 0.05)。 
 
実験 4; AGE は体外受精成績を低下させる 
体外成熟培地へ AGE を添加し、成熟培養を行った卵子の体外受精成績を比較し
た。体外受精成績は、10、50µg/ml の AGE 添加培養ではコントロール区と差は見ら
れないものの、100µg/ml の AGE 添加培養では正常受精率がコントロール区と比較






実験 5; AGE は発生成績を低下させる 
体外発生成績を比較したが、分割率と胚盤胞期胚の総細胞数においては、AGE 添
加区とコントロール区の間に差は見られなかった (Table 9.)。しかし、胚盤胞期胚
率では AGE 添加区はコントロール区と比較して有意に低い結果となった (Table 9, 
P < 0.05)。  
 
実験 6; AGE は卵子中の ROS 量を増加させる 
体外成熟培地へ AGE を添加し、成熟培養を行った卵子の ROS 量を比較した。
ROS 量は AGE 添加培養により、コントロール区と比較して有意に増加するという











という報告と一致する (Jinno et al., 2011)。また、ペントシジンは高齢の女性の原
始卵胞および一次卵胞内由来の卵子に多く蓄積していることが報告されている 





御されている (Fig. 1.)。卵丘細胞は FSH 刺激を受けると、その下流にある p38 
MAPK が活性化し、シグナルが伝わることでギャップ結合が閉鎖する。ギャップ結
合の閉鎖により、cGMP の流入がとまり、結果として MPF が活性化することで、
卵子の減数分裂が再開する (Downs, 2010)。本研究では AGE により、減数分裂が
早期化したことから、AGE がこれらのシグナルに影響を与えたものと考えられる。
顆粒層細胞で p38 MAPK を FSH 以外に活性化することで知られているのが、ROS
である。ヒトの顆粒層細胞において、過酸化水素による酸化ストレスの刺激により
p38 MAPK のリン酸化レベルが上昇することが報告されている (Ito et al., 2011)。
また、加齢に伴ってヒトの顆粒層細胞の p38 MAPK はリン酸化レベルが上昇する 
(Ito et al., 2010)。本研究で AGE は卵子中の ROS 量を増加させることが分かった。
AGE は RAGE を通して、細胞中の ROS を増加させる。これらのことから、AGE
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による酸化ストレスが p38 MAPK を活性化させ、減数分裂の早期化とギャップ結合
の早期閉鎖を招いていると考えられる。 
体外成熟培地への AGE の添加は受精および発生成績を低下させ、Aged-FF と同
様に、加齢由来卵子に見られる特異的な異常を引き起こす結果となった。マウスに
おいて、体外成熟培地へ AGE の前駆物質である MG を添加した報告では、今回の
実験と同様に受精・発生の成績が低下するという報告がされている (Chang and 
Chan, 2010)。この報告の中では、カスパーゼ 3 の阻害剤により、MG による受精・
発生成績の低下や細胞のアポトーシスが抑えられることが示されている。マウス卵
子の体外成熟培地へ MG を添加した際に、ミトコンドリアに起きる機能障害や ROS
の増加を、レスベラトロールを加えることで防ぐことが出来ると報告されている 












Concentration of AGE in bovine FF. 
FF was collected from each 10 young and aged cows, and used for measurement. 
Concentration of AGE was expressed as mean ± SE. a-b, P < 0,05. 






Effect of AGE-BSA on gap junctional communication between oocyte and cumulus 
cells derived from young cows.  
COCs were cultured with or without 100μg/ml AGE-BSA for 5h. To present the 
fluorescence intensity, the average of the control group (without AGE-BSA) was 
defined as 1.0. Data was expressed as mean ± SE. 








Effect of AGE-BSA on intracellular levels of ROS in oocytes derived from young 
cows. 
A-D; representative pictures of oocytes. E; value of average fluorescence intensity. 
Oocytes were cultured with or without 100μg/ml ABE-BSA for 21h. To present the 
fluorescence intensity, the average of the control group (without AGE-BSA) was 
defined as 1.0. Data was expressed as mean ± SE. a-b, P < 0,05.  




Effect of advanced glycation endproduct (AGE)-BSA on progression of nuclear 
maturation of bovine oocyte. 
 
Takeo et al., (2016) Reprod Fertil Dev. 
  
0 205 5 33.0 ± 3.9a 81.4 ± 3.0
10 202 5 49.4 ± 1.7b 86.8 ± 4.7
50 181 5 50.2 ± 2.2b 78.3 ± 6.0
100 198 5 44.9 ± 3.8ab 80.3 ± 4.8
Rate of MII (%)
16 h 21 h










Effect of advanced glycation endproduct (AGE)-BSA on fertilization outocome of 
bovine oocyte. 
 
Takeo et al., (2016) Reprod Fertil Dev. 
  
0 90 5 71.2 ± 3.5a 12.1 ± 5.3 16.6 ± 2.4
10 86 5 55.8 ± 3.5ab 23.7 ± 5.3 20.5 ± 2.4
50 82 5 57.6 ± 3.8ab 25.2 ± 4.6 17.1 ± 6.7
100 89 5 43.8 ± 4.4b 32.8 ± 6.4 23.4 ± 4.1






trials Normal Abnormal Unfertilized




Effect of advanced glycation endproduct (AGE)-BSA on developmental 
competence of bovine oocyte. 
 
Takeo et al., (2016) Reprod Fertil Dev. 
  
0 68 4 78.7 ± 2.8 37.4 ± 2.6a 59.4 ± 2.8
100 69 4 73.9 ± 6.7 27.8 ± 5.5b 48.7 ± 7.3







Blastulation (%, maen ± SE)














(Tanaka et al., 2013)。また、卵胞液の組成というのは血液を介して母体のコンディ
ションを大きく反映する。例えば、肥満 (Valckx et al., 2014)、や暑熱ストレス 
(Roth et al., 2001)等で卵胞液の成分が変化する。また、卵胞液の成分を指標に卵子
















ついては第二章と同様に、月齢が 120 ヶ月齢以上の個体に由来するものを Aged-











卵胞液中のグルコース量は LabAssayTM Glucose (和光純薬工業, Osaka, Japan)の
プロトコールに従い測定を行った。同様に脂質成分の測定も和光純薬工業より購入










て洗浄後、0.25%Triton X-100 (Sigma-Aldrich)を含む 0.2%PVA-PBS にて 30min 透
過処理した。その後、0.2%PVA-PBS で洗浄し、10µg/ml の Nile Red (和光純薬工
業)を含む PVA-PBS に 37℃、10min 浸漬した。卵子を 0.2%PVA-PBS で洗浄し、
スライド上にマウントした。マウントの際に DAPI を含む退色防止剤 (ProLong 
Gold Antifade Reagent with DAPI, Invitrogen)にて卵子を処理した。蛍光顕微鏡 
(BZ-8000; Keyence)で卵子の蛍光像を撮影し、蛍光輝度を Image J (National 










若齢 (N=20、平均 29.2 ± 3.4 ヶ月齢)または加齢 (N=20、平均 175.6 ± 6.4 ヶ月
齢)個体由来の卵胞液を個体毎に採取し、グルコースとコレステロール、トリグリセ








ついて検討を行った。COCs を 10%の Young-FF または Aged-FF を含む体外成熟培
地にて体外成熟培養を行った後に、脂質量を比較した。本実験は約 10 個の COCs を
あらかじめ用意した卵胞液のロットの中からランダムに4つ用い (Table 1.)、 Young-
FF と Aged-FF に分けて培養し、実験を 4 回繰り返し行った。 
 
8) 統計処理 
Young-FF と Aged-FF 間のデータの比較には Student’s T-test を用いて比較し、






実験 1; 加齢により卵胞液の抗酸化能は低下する 
個体別に採取した卵胞液の抗酸化能を Young-FF と Aged-FF 間で比較した。卵胞
液中の抗酸化能は加齢に伴って有意に低下するという結果となった (Fig. 12, Young-
FF vs. Aged-FF, 125.1 ± 6.1µM vs. 104.0 ± 9.1µM, P < 0.05)。 
 
実験 2; 加齢により卵胞液中のエネルギー成分量は減少する 
個体別に採取した卵胞液のグルコース量と、脂質成分であるコレステロール、ト
リグリセリド、NEFA の量を Young-FF と Aged-FF 間で比較した。グルコースにお
いては、Young-FF と比較して Aged-FF のグルコース量は有意に少ないという結果
となった (Fig. 13 A, Young-FF vs. Aged-FF, 11.0 ± 3.4mg/dl vs. 8.0 ± 0.6g/dl, P 
< 0.001)。また、コレステロール (Fig. 13 B, Young-FF vs. Aged-FF, 76.2 ± 
1.5mg/dl vs. 68.5 ± 2.0mg/dl, P < 0.001)と、NEFA (Fig. 13 C, Young-FF vs. Aged-
FF, 0.13 ± 0.005mEq/L vs. 0.11 ± 0.004mEq/L, P < 0.05)の量も Aged-FF は Young-
FF と比較して有意に少ない結果となった。しかし、トリグリセリドの量においては
有意な差は認められなかった (Fig. 13 D.)。 
 
実験 3; 加齢個体由来の卵胞液での培養は卵子中の脂質含量が少ない 
体外成熟培地へ Young-FF または Aged-FF を添加し、成熟培養を行った卵子の脂
質量を比較した。卵子内の脂質量は Aged-FF で培養を行った卵子では、Young-FF
で培養した卵子と比較して有意に少ないという結果となった (Fig. 14 A-C, Young-












(SOD)の活性が上昇するという報告がある (Carbone et al., 2003)。また、高齢の女
性では、顆粒層細胞の CAT と SOD1/2 の mRNA 発現量とタンパク量が少なく 
(Tatone et al., 2006)、卵丘細胞でも SOD の活性が低下するという報告がある 




報告されている (Pacella et al., 2012)。またこの報告の中で、顆粒層細胞は高齢の
女性由来のもので、グルコースの取り込みと乳酸の産生が多いことも明らかにされ
ている。卵胞液ではグルコースと乳酸の量に負の相関関係があることが知られてお





















分は母体の肥満などに影響を受けることが知られている (Valckx et al., 2012)。ヒト
の卵胞液でコレステロールの量に年齢による影響が見られるか検討した報告がある

















Effect of maternal aging on antioxidant ability of bovine follicular fluid. 
Follicular fluid was collected from 18 young and 17 aged cows, and used for 
experiment. Antioxidant ability of the follicular fluid was determined by 



















Effect of maternal aging on concentration of glucose, cholesterol, non-esterified 
fatty acid, and triglyceride in bovine follicular fluid. 
Follicular fluid was collected from each 20 young and aged cows, and used for 
experiment. Data was expressed as mean ± SE. A) glucose, B) cholesterol, C) non-










Effect of follicular fluid origins (from young or aged cows) on lipid contents in 
bovine oocytes. 
Twenty oocytes were collected from each donor cows, and divided into two groups 
(Young-FF or Aged-FF). Cumulus-oocyte complexes were cultured in maturation 
medium supplemented with 10% Young-FF or Aged-FF for 21h. Data was 
expressed as mean ± SE. A, B) Represented picture of lipid in oocytes. C) The 



























の早期閉鎖を引き起こすことが明らかになった。さらに Aged-FF の添加は Young-FF
に比べて体外受精における正常受精率や、体外発生率を低下させることが示された。















ルタイム PCR で測定したミトコンドリア DNA 数は両年齢区間に差がないものの、



















元反応を利用した抗酸化能の測定では、Aged-FF は Young-FF より抗酸化能が低い
という結果となった。トリグリセリド含量には Aged-FF と Young-FF の間に差は見


















Age-associated deterioration in follicular fluid and oocyte quality in cows 
Shun Takeo 
 
Mammalian fertility declines along with maternal aging. Although age-related 
infertility is believed to come from accumulated damages within the oocyte itself, 
the mechanism underlying aged-associated deterioration of the oocyte remains 
unclear. To address this question, this study examined the relationship between 
age-associated changes in follicular fluid and oocyte quality, hypothesizing that 
the surrounding environment may cause deterioration in oocyte quality. 
Firstly, I examined the effects of supplementing the maturation medium with 10% 
follicular fluid derived from young (Young-FF) or aged (Aged-FF) cows on oocyte 
quality. Aged-FF at a concentration of 10% accelerated the progress of nuclear 
maturation and the timing of gap junction closure. In addition, Aged-FF reduced 
the rate of normal fertilization and the subsequent developmental rate to the 
blastocyst stage, as well as increasing the amount of reactive oxygen species 
(ROS) in oocytes compared with Young-FF. An interesting discovery was that 
supplementing the maturation medium with Aged-FF hampered the mechanism 
of polyspermy block, including zona pellucida hardening and cortical granule 
exocytosis. Furthermore, culturing oocytes with Aged-FF resulted in a lower ATP 
content compared to those cultured with Young-FF. These results suggest that 
age-associated changes in follicular fluid reduce oocyte quality, with similar 
observations to the oocytes collected from aged cows.  
Secondly, the present study found high concentrations of advanced glycation 
endproduct (AGE) in the follicular fluid derived from aged cows compared with 
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the follicular fluid from young cows. In addition, supplementation of in vitro 
maturation medium with AGE accelerated nuclear maturation, reduced in vitro 
fertilization outcomes and developmental competence, and increased ROS in 
oocytes. Thus, this study concludes that AGE is a major casual factor of age-
associated events in oocytes. 
Finally, the present study compared antioxidative ability, as well as 
concentrations of glucose, cholesterol, triglycerides, and non-esterified fatty acids 
(NEFA) in the follicular fluid derived from the two groups. The antioxidative 
ability, concentrations of glucose, cholesterol, and NEFA in Aged-FF were all 
significantly lower than the levels observed in Young-FF, whereas the amount of 
triglyceride did not differ between the two groups. Furthermore, culturing 
oocytes with Aged-FF resulted in a lower lipid and ATP content in oocytes 
compared with the young counterpart.  
Taken together, the results suggest that aged follicular fluid provokes at least a 
partial decline in oocyte quality. This suggests that given optimal conditions, the 
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